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摘    要 
 





所以 SHP2 是治疗糖尿病和肥胖症的潜在靶标，促进 SHP2 活性可能有效治疗肥
胖型糖尿病。因此，筛选针对 SHP2 的高效、专一的促进剂作为治疗肥胖型糖尿
病的药物，具有非常重要的意义。但目前对 SHP2 活性促进剂的筛选还没有展开。 
   因此本试验首先利用 SHP2 的酶促反应，选择合适的底物，建立高通量药物
筛选模型。其次，利用我国丰富独有中草药的药物资源，从 70 余种植物中提取
了近 3000 种馏分，初步筛选具有活性的中草药；然后再利用逐步跟踪分离法，
筛选确定中草药的以 SHP2 为靶点的活性成分。 
    在本论文中首先采用GST-4B纯化蛋白的方法分别提取出高纯度的活性酪氨
酸蛋白磷酸酶 SHP2，SHP1，VHR，HEPTP。随后探索了蛋白酶及其底物 DiFMUP
的用量，并建立起筛选模型。在天然产物和蛋白酶反应 30Min 后，加入底物，
在多功能酶标仪 CW-lamp filter F355 和 Emission filter F460 的波长下，检测底物
水解情况，测定天然产物对 SHP2 的促进率。经过初步筛选，二次筛选，我们发
现了多种对 SHP2 的活性具有促进作用的天然产物，并对其做了特异性筛选。
终我们发现了其中一种单体化合物 L3-D6-1 对 SHP2 的活性具有良好的特异性促




















SHP2 (The Src homology phosphotyrosylphosphatase 2) is a cytoplasmic 
enzyme, and widely expressed in various tissues and cells. Several researches 
with transgenic mice model found that SHP2 activity is necessary on the 
balance between food intake and energy exposure, and the blockage of shp2 
function leaded to the diabetes and obesity. Thus, SHP2 was regarded as a 
potential target on the treatment of diabetes and obesity.   
Here, our experiments established a stable high-throughput model to 
screen the enhancers of SHP2, and screened the positive compunds from nearly 
3,000 kinds of natural compounds extracted from more than 70 species of 
Chinese herbs to develop novel drugs for treatment of diabetes and obesity. 
We used GST-4B system to purify protein tyrosine phosphatase SHP2, 
SHP1, VHR, HEPTP. Then, we firstly kept the phosphatase and natural products 
in the reaction buffer 30min. Secondly, we added the substrate DIFMUP and 
mixed. After 30min we added 0.2M Na2CO3 to stop the reaction. We read the 
numbers with dual wavelengs (F355 and F460) on multi-functional microplate 
reader. We found severl natural products can promote the activity of SHP2. 
Then we have also done a lot of validation experiments. We finally found that a 
monomer, L3-D6-1, extracted from forsythia, can specially enhance the activity of 
SHP2.  
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其底物是磷脂酰肌醇 3，4，5-三磷酸  (Phosphatidyl-Inositol-3,4,5-Triphosphate)[7]。 
    细胞的很多生命活动诸如细胞增殖，细胞生存，细胞分化，迁移和细胞凋亡


















      
 
图1-1-2 蛋白激酶和蛋白磷酸酶相互作用 
Fig.1-1-2  Reaction of PTKs 和 PTPs 
 
PTPs，即蛋白酪氨酸磷酸酶，是一类不含金属的酶类，它通过一个共价的磷
酸化半胱氨酸中间体开始其催化过程。人类基因组分析发现的 PTPs 大约有 130
种之多，所有已发现的 PTPs 都具有一个由 200-250 个氨基酸残基组成的蛋白质
酪氨酸催化结构域，并且在其活性中心含有一段非常保守的氨基酸序列：
(I/V)ICXXAGXXR(S/T)G（其中 X 可以是不同的氨基酸残基）[8]，这一 PTPs 催
化结构域的结构及其酶活性中心的氨基酸序列和已知的其它磷酸酶没有任何的
同源性。由此可见 PTPs 是一个独特的磷酸酶家族,基于催化结构域的氨基酸序列




程度分为数个亚家族，包含有 38 个严格酪氨酸特异性的经典 PTPs 和 61 种双特
异性蛋白磷酸酶（DSPs）。经典 PTPs 又可以细分为跨膜受体型 PTPs（RPTP, 
receptor protein tyrosine phosphatase）和胞内非受体型 PTPs(NRPTP, non- receptor 
protein tyrosine phosphatase) 在人类基因组中分别对应 21 和 17 个基因。。其余 61
个酶则更为多样化，序列差异程度更大。其中 11 个 PTP 对促分裂原活化蛋白
激酶(MAPK)有特异性，结构上属于“双重特异的”蛋白磷酸酶(DSP)，即对磷酸化
苏/酪氨酸均有特异性，并具有 CH2 区域和 MAPK 结合序列。第一个被克隆的




















② 第二类只有一种即 LM-PTP，第二类 PTP 在人类中由单一基因 ACP1 编码，
产物是 18 kD 低分子量的磷酸酶(LMPTP)，广泛分布于活组织中，在进化中呈高
度保守性，例如人类的 LMPTP 与枯草杆菌的同类蛋白质 YtkJ 具有 39% 的序列
一致。细菌试验表明，第二类 PTP 是真正的酪氨酸特异的磷酸酶，是可以去磷
酸化酪氨酸的“自身激酶”。 
③ 第三类 PTP 是酪氨酸及苏氨酸特异的磷酸酶，可能起源于细菌硫氰酸生成
酶。在人类中，它包括 3 个细胞周期调节因子：CDC25A、CDC25B 和 CDC25C，
功能是去磷酸化 Cdk 抑制性的双重磷酸化末端苏-酪氨酸模体，激活这些激酶并
推动细胞通过细胞周期。 





（phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome ten）就是一种在人类
癌症中突变频率较高的肿瘤抑制基因[13]。虽然越来越多的证据表明 PTP 超家族
成员或许是肿瘤抑制基因，但是在体内，PTEN 仅仅只表现为一种磷酸酯酶[14]。
而其他的 PTPs 在细胞增殖存活中起积极地促进作用，这种有关 PTPs 的功能性

















图 1-1-3 各 PTPs 家族结构特点 
摘自 M Golam Mohi and Benjamin G Neel：The role of Shp2 (PTPN11) in cancer（2007） 
Fig.1-1-3 Structure of family of PTPs 
第二节 蛋白质酪氨酸磷酸酶概述 
 





2.1.1. SHP2 的分子结构及功能特点 
 
在人类基因中，SHP2 是由 PTPN11 基因所编码，由 N 端 2 个 SH2 结构域
[N-SH2(3~104)、C-SH2(112~216) ]，C 端的一个 PTP 催化结构域（221-524）和
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